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实 验 研 究

扶正化癖方影响肝脏胶原生成的拆方配伍研究

刘成海
“

王晓玲
’

王臻楠
‘

刘 平
’

顾宏图
‘

胡义扬
‘

摘要 将扶正化疲方拆分为扶正组
、

化痪组
、

虫草组
、

丹参组及

丹参加虫草组
。

制备各组含药血清
，

分离培养大鼠肝星状细胞
，

观察含药血清对培养星状细胞增殖活化
、
�型胶原蛋 白及其

���� 表达的影响
。

复制二甲基亚硝胺大鼠肝纤维化模型
，
以

全方及拆方组治疗
，

观察模型大鼠肝脏经脯氨酸 �����含量与

胶原沉积的变化
。

结果各组含药血清均可抑制星状细胞的增殖

和活化
，

其中化癖药效果最明显
�
各组含药血清均可抑制星状

细胞 �型胶原 ���� 及其蛋白的生成
，
以扶正组效果最佳

。

对

��� 模型肝纤维化的治疗中
，
以全方组降低肝组织 ��� 含量

与胶原沉积最为明显
，

化痕药与扶正药配伍后减轻胶原生成作

用增强
，

全方具有较好的综合效果
。

说明扶正化痊方有较好的

抑制星状细胞增殖与胶原基因表达作用
，

是该方抗肝纤维化作

用的重要机理
，

其中扶正药重在抑制胶原生成
，

化痪药长于抑

制星状细胞增殖
，

而全方具有综合效果
。

主题词 中药配伍 肝�药物作用 � 扶正化癖方

炎症与纤维化是慢性肝炎的两大病理特征
，

抗肝

纤维化是防治慢性肝炎的重要治疗措施���
。

扶正化疲

���方是我所研制的抗肝纤维化中药复方
，

长期的临

床观察和实验研究均表 明有 良好的抗肝纤维化作

用��， �〕 。

该方主要 由益精补虚与活血化疲两类药物组

成
，

为了研究该方组成药物的配伍作用机理
，

我们将该

方以主要治法
、

主要药物两个层次拆方
，

复制二甲基亚

硝胺�����大鼠肝纤维化模型
，

分离培养肝纤维化胶

原生成关键细胞—肝星状细胞
，

观察了全方与各拆

方组对模型大鼠肝脏胶原生成与沉积
，

全方与各拆方

组含药血清对培养肝星状细胞活化增殖与胶原基因表

达等的影响
。

� 材料与方法

�
�

� 材料

�
�

�
�

� 动物
�

�����
�
雄性大鼠

，
��� 级

，

由上海中医

药大学动物实验中心提供
。

�
�

�
�

� 药物
�

扶正化癖 ��� 方由虫草菌丝
、

丹参
、

桃

仁
、

松黄
、

七叶胆等组成
，

上海中华制药厂协助制成流

浸膏
，

每克浸膏含生药 �
�

���
。

扶正组由虫草菌丝
、

松

黄等组成
，

化疲组由丹参
、

桃仁等组成
，

丹参组
、

虫草菌

基金项目
�

国家中医药管理局青年基金��������

上海中医药大学肝病研究所
，

上海市零陵路 ��� 号��������

收稿日期
�����一��一 ���修回日期

�����一��一 ��

丝组
、

丹参加虫草菌丝组
，

各拆方组中的药物用量与全

方组中单味药用量一致
。

�
�

�
�

� 主要试剂
����

，

美国 �����。
公司产品

。

羚脯

氨 酸 标 准 品 ���� �为 日 本 士 只 于 才 今 又 于

������
�

���株式会社产品
。

���培养基������购 自

����� ���公司
。

��������
、

鼠尾 �型胶原购自����
�

公司
。

������� � 购 自�
����公司

。

总蛋白试剂盒购自

���一���公司
。

兔抗鼠 �型胶原购 自���������� 公

司
。

单克隆小鼠抗人
。 一平滑肌

�������一����抗体

购 自 ���� 公司
。

����� 反应试剂盒与 ��� 标志物

购 自����
��� 公司

。

焦碳酸乙二醋
、

硫氰酸肛
、

饱和酚

�氯仿混合物
、

琼脂糖购自上海生工工程公司
。

小牛血

清
、

辣根过氧化物酶标记 ��� 抗体����一����购 自

上海华美公 司
。

�
“
� 〕胸腺 啼 咙核昔酸 �〔��」��� ，

�������������
，

购 自中国科学院上海原子能研究

所
，

其余试剂为国产或进 口分析纯
。

�
�

�
�

� 引物
�

引物设计按参考文献�’�
，

由上海生工公

司合成
。

�
�

� 方法

�
�

�
�

� 肝星状细胞的分离及培养
�

按本所常规方法进

行川
，

即先 以 �一����液原位灌流肝脏
，

继以 �
�

��

链酶蛋白酶 �
、
�

�

����胶原酶原位消化肝脏
。

肝脏细

胞悬液经 �����
������ �����

、
�℃ 、

��分钟离心
，

获

取肝星状细胞
。

台盼蓝染色细胞活力为 ���
，

细胞鉴

定依据相差显微镜下富含脂滴的细胞形态与结蛋白免

疫细胞化学染色阳性
，

细胞纯度为 ���
，

细胞得率为

����� 只 �以 个�肝
。

细胞以含 ���小牛血清的 ����

培养
，

原代细胞长满单层后
，

传一代培养
。

�
�

�
�

� 药物血清的制备
�

根据我们既往方法阁
，

以

�
�

��� 生药�����大鼠体重�相当于 ����临床病人等

体重 �� 倍量�灌胃
，

间隔 �小时 �次给药
，

再 �小时

后
，

自后腔静脉采血
，

离心分离血清
。

对照组给予生理

盐水
。

��
‘

℃ 、

�� 分钟灭活
。

�
·

�
，

� 模型制备
�

参照 ������� 方法���
。

生理盐水稀

释 ��� 为 �
�

������������浓度
，

以 ��拌�������

大鼠体重的剂量
，

腹腔注射
，

每日 �次
，

每周连续 �天
，

共 �周
。
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�
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�
�

� 培养细胞增殖试验
�

�
��」��� 掺入法 ，

�� 孔

板传一代培养的肝星状细胞长至近单层时
，

以含 ���

�����药物血清的 ����温育 ��小时
，

掺入 〔������
���

·

�拌���孔�
，
��小时后收集细胞

，

测定
��� 值

。

�
·

�� � 细胞培养上清 �型胶原含量测定
�

参照参考文

献方法川
，

传一代肝星状细胞经药物血清温育 �� 小时

后
，

分别收集培养上清及细胞层
。

����� 法测定上清

中 �型胶原含量
，

即以不同浓度 �型胶原标准品及样

品分别包被酶标板
，

先以 �型胶原抗体结合
，
继之���

一���孵育
，

邻苯二胺显色
，

酶标仪上读取 �����

值
，

随机软件计算标准曲线与样本含量
。

���一��� 总蛋白

试剂盒测定细胞层总蛋白
。

胶原含量以 �����细胞层

总蛋白表示
。

�
�

�
，

� 细胞
�一��� 染色

�

药物温育同上时间后
，

吸

弃上清
，

细胞层免疫细胞化学 ���法染色
。 一���

，

表 � 扶正化疲方及其拆方药物血清对肝星状

细胞增殖和活化的影响�王士
��

分组 鼠数
〔��〕���

掺入�
���������

�一���

阳性光密度值

对照组 �

全方组 �

扶正组 �

化察组 �

虫草组 �

丹参组 �

丹参加虫草组 �

�����
�

��士����
�

��

����
�

��士���
�

��
� 番

����
�

��士����
�

��
�

����
�

��士���
�

��二

����
�

��士���
�

��二

����
�

��士����
�

��
怜 肠

����
�

��士���
�

��
骨

���
�

��士 ��
�

��

��
�

��士 �
�

��
� 格

��
�

��士 �
�

��
� ’ ‘

��
�

��士�
�

��
怪 ”

��
�

��士 �
�

��
怪

’ ‘

��
�

��士 �
�

��
肠 肠

��
�

��士 �
�

��
， “

与对照组比较
， ， 尸��

�

��
， ， ， 尸��� ��

表 � 扶正化癣方及其拆方药物血清对肝星状

细胞 �型胶原表达的影响 ‘ 士��

分组 鼠数
蛋白含量

������细胞层总蛋白�

����表达量
〔肠�����������〕

对照组 �

全方组 �

扶正组 �

化癖组 �

虫草组 �

丹参组 �

丹参加虫草组 �

��
�

��士��
�

��

��
�

��士�
�

��
� “

��
�

��士�
�

��
苦 份

��
�

��士 �
�

�二

��
�

��士 ��
�

��
�

��
�

��士��
�

��
怪 �

��
�

��士 ��
�

��
份

��
�

��士 ��
�

��

��
�

��士�
�

��
怪

��
�

��士 �
�

��
� “

��
�

��士�
�

��
份

��
�

��士��
�

��
科

��
�

��士 �
�

��
香

��
�

��士��
�

��
“

与对照组比较
， ， 尸� 。 �

��
， � ， 尸��� ��

表 � 扶正化窟方及其拆方对模型肝脏
��� 与胶原沉积的影响 ‘ 士 ��

分组

正常组

模型组

全方组

扶正组

化察组

鼠数

丹参加虫草组 �

����阳��肝组织�

���
�

�士��
�

�二
���

�

�士 ��
�

�

���
�

�士��
�

�
份 “

���
�

�士 ��
�

�
� 赞

���
�

�士��
�

�
任

���
�

�土��
�

�
“

胶原染色光密度值

�
�

����士�
�

����二

�
�

����士�
�

����

�
�

����士�
�

����
书 ，

�
�

����士 �
�

����
’ ‘

�
�

����士�
�

����

�
�

����士 �
�

����
肠

与模型组比较
， ， �� 。 �

肠
，

“ ���� ��

�����一���图象分析系统分析阳性染色光密度值
。

�
�

�
�

� 培养细胞 �型前胶原 ���� 表达检测
�

药物

温育细胞 �� 小时后
，

异硫氰酸肌�酚�氯仿一步法 自细

胞中提取总 ������
。

以 ��一��� 试剂盒
，

根据说明

书
，

进行样本的
。 ��� 合成与扩增

。

即将 �拌� ���
、

��������
�����前胶原或 ����� 引物分别加入反

应管中�含 �������� ����� �拌�
，
�������� ����

�

�拌�
，
��� 逆转录酶 ��

，
������ 多聚酶 ��

，
����

��‘ ��缓冲液 ‘即，�。

而后在 ��� 扩增仪上进行护下
反应

�
�����℃ 、

��分钟
，
�个循环

������℃ 、

�分钟
，
�

个循环 ������℃ 、
��秒

，
��℃ 、

�分钟
，
��℃ 、

�分钟
，
��

个循环
������℃

、
�分钟

，
�个循环

。

反应结束后取 �川

��� 扩增产物在 �
�

��琼脂糖凝胶上电泳
、

紫外透射

反射仪下观察
，

并将图象摄入计算机
，

图象分析 ��

���前胶原灰度值
，
����� 灰度值作为内参照扣除

。

���
·

� 病理染色
�

月碘织经中性甲醛缓冲液固定
，

石蜡包埋
，
丽春红胶原染色

，

图象分析阳性染色光密

度值
。

�
�

�
�

� 肝组织 ���含量测定
�

采用 ���
���法�，〕 。

其方

法
，

每份标本称取湿肝 �����
，
加入 �

�

���双蒸水
，

�℃匀浆
。

以等体积 ��� ������℃水解 ��小时
，

过滤
，

取水解液 ���拌�烘干
。

另取 ���标准品 �
·

�一�
·

�拼�
，

设为反应标准对照管
。

经与氯钱 � 等溶液反应
，
�����

测定反应液 �� 值
，

计算标准 曲线回归方程及样品

���含量
。

肝组织 ��� 含量以 、 � �����肝组织
”

表示
。

�
�

�
�

�� 统计方法
�

双侧 �检验
。

� 结果

�
�

� 含药血清对培养肝星状细胞增殖和活化的影响
�

与对照组相 比
，

全方组及其拆方各组肝星状细胞内

���〕��� 掺入量和 �一��� 阳性光密度均显著降低
，

且均以化疲组最低
。

见表 �
。

�
�

� 含药血清对培养肝星状细胞 �型胶原分泌与

���� 表达的影响
�

全方组及其拆方各组 �型胶原含

量及其 ���� 表达均显著低于对照血清组
，

均以扶正

组最低
。

见表 ��图略�
。

�
�

� 药物对模型大鼠肝脏 ���含量与胶原沉积的影

响
�

模型组肝脏 ��� 含量与胶原沉积较正常大鼠明显

增加
，

而全方组
、

扶正组与丹参加虫草组有依次强弱的

明显抑制作用
。

见表 �
。

� 讨论

肝纤维化是多种慢性肝病发展至肝硬化的必经病

理过程
，

存在于诸多慢性肝病中
。

这些疾病类似于中医

的
“
症积

” ，

往往迁延缠绵
，

具有正气耗损
、

窟血阻络等



����
�

�������
�

����
，
���

�

��
，
��

�

��

病理变化
。

扶正化痕方立足于
“
症积

”
的

“
血疲邪盛

”
和

“
精亏正虚

”
这两个关键因素

，

采用丹参
、

桃仁等活血化

疲
，

虫草菌丝
、

松黄等益精补虚
，

临床观察与实验研究

均表明该方有良好的抗纤维化作用��，
’ 〕 。

肝星状细胞受肝损伤刺激后
，

发生
“
活化

’，�� 〕 ，

表型

上转化为肌成纤维样细胞
，

表达
�一���

，

脂滴减少
�

功能上一是细胞分裂增殖旺盛
，
总体数量增多

�二是细

胞个体的胶原等细胞外基质的生成能力提高
，

并沉积

于肝脏而形成肝纤维化
。

因此
，

星状细胞是肝纤维化发

生发展的细胞学基础
，

抑制肝星状细胞活化是抗肝纤

维化的重要环节
。 “
药有个性之特长

，

方有合群之妙

用
” 。

既往研究证实扶正化疲 ��� 方有抑制肝星状细胞

活化
、

抗肝纤维化的良好作用���
，

但在影响细胞活化的

增殖与胶原生成等环节中
，

不同治法的药物有何作用

特点�药物配伍后会发生什么变化� 本文从组方的两

类不同治法功效的基本药物组
一

扶正与化疲及其基

本药物组的主要药物配伍等两个层次进行拆方配伍
，

体外试验发现
，

化痕组抑制星状细胞增殖作用最强
，

使

细胞总体数量减少
， �一��� 表达也减少

。

而扶正药

则主要作用在细胞个体的胶原基因表达与蛋白生成功

能之环节
，

两组之主药丹参与虫草合用
，

或两组药物组

合成全方后
，

对细胞增殖与胶原生成的作用均有改变
，

而位于扶正与化痕组单独的作用之间
。

整体试验以全

方减轻胶原生成作用最好
，

这可能因为体内 ���生成

及其胶原沉积是星状细胞增殖与胶原合成等功能变化

的综合结果
。

这种组方配伍的综合作用
，

一方面可减

轻某些药物配伍的强烈作用
，

防治可能出现的副作用
，

体现攻补兼施
、

扶正驱邪的效果
� 另一方面发挥组方

间的优势互补
，

在多环节多位点起作用
。

至于其配伍

变化的化学物质基础
，

则需进一步研究
。

此外本实验

也说明
，

体外血清药理学方法与整体实验结果趋势大

致一致
，

可在一定程度上反映出复方及其配伍在人体

内的药效作用
，

并进一步证实扶正化痕方抗肝纤维化

的主要作用机理在于抑制肝星状细胞的增殖与胶原基

因的表达
。
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该教材为我国第一套专供中医药成人教育尤其是全日制中医药成人教育使用的教材
，

也是我国第一套中西医结合教材
。
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，
分别为
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论
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中西医结合临床研究思路与方法学
�

首批推出的《中国医学

史》《中医防治学》《中医病因病机学》《内经教程 》《伤寒论教程》《中医眼科学》于今年�月正式出版
，

其余各种教材陆续出版
，

并将于 ����年 �月底全部出齐
。

该教材特点
����鲜明的时代特点

�

教材吸收了新中国成立 �� 年来中医药研究的新进展
、

新技术和新成果
，

具有一定的创新性
。

���学科间联系的特点
�

教

材把不同的学科置于中医和中西医结合整体学术体系中
，

注重学科间的联系
，

避免了学科的割裂和内容的重复
。

���理论联系实际的特点
�

教材注重理论与临

床的结合
，

重点突出具有实用价值的基本理论和基本技能的介绍
。

���成人教育的特点
�

教材在内容取舍
、

结构体系
、

写作方法等方面
，

针对成人而设定
，

强调

科学思维和创新精神的培养
。

每章前有
“

目的要求
” 、 “

重点内容
” ，

每章后有
“
复习思考题

” ，

书后附
“
模拟试题及答案

” 。

���开本新颖
�

教材选国际标准教材开本

�大 �� 开�
，

靠切口处较宽
，

便于学生记笔记
。

该教材可供中医药成人高等教育中医药专业
、

中西医结合专业学生使用
，

也可作为自学考试应试人员
、

广大中医

药基层工作者以及中医药爱好者的学习参考书
。

本套教材由科学出版社出版
，

地址
�
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